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Abstract
AIM: To investigate the effects of docosahexae-
noic acid (DHA) of different concentrations on 
the proliferation and apoptosis of human hepa-
tocelluar carcinoma HepG2 cells, and to explore 
the possible molecular mechanisms involved. 

METHODS: HepG2 cells were cultured in vi-
tro and treated with different concentrations 
of DHA (15, 30, 45, 60, 75 μg/mL) for different 
durations, with untreated cells as controls. The 
relative rate of reduced growth of HepG2 cells 
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二十二碳六烯酸对人肝癌细胞HepG2的作用与调控
β-catenin及C-myc表达的关系

李衍彦, 范友杰, 邹 浩, 姜海涛, 李洁旭, 孙良金, 曹景玉
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■背景资料
二十二碳六烯酸
(docosahexaenoic 
acid, DHA)是人
体所必需的一种
ω-3多不饱和脂肪
酸, 是含有6个双
键且碳链长度为
22个碳原子的直
链脂肪酸, 主要从
食物尤其是深海
鱼类中获得. 自发
现以来, 其在防治
心脑血管疾病方
面的积极作用已
得到世界公认. 近
年来, 流行病学及
基础研究均证明
其具有降低肿瘤
发病率及杀伤肿
瘤细胞的作用, 然
而其机制十分复
杂, 详尽机制仍有
待深入探讨. 

was detected by the CCK-8 method. Flow cy-
tometry assay was applied to determine the rate 
of HepG2 cell apoptosis. After DHA treatment, 
the levels of β-catenin and C-myc mRNAs and 
proteins were measured by real-time PCR and 
Western blot, respectively.  

RESULTS: In the concentration range from 0 
to 45 mg/mL and with a treatment time of 24 h, 
DHA significantly inhibit the growth of HepG2 
cells in vitro, and significant differences in the 
absorbance (A value) were observed between 
the experimental group and control group (P < 
0.01), and between each two concentrations in 
the experimental group. If drug concentration 
or action time was increased, the results showed 
no statistically significant differences. Flow cy-
tometric analysis indicated that DHA promotes 
the apoptosis of HepG2 cells. There were signifi-
cant differences in the apoptosis rate between 
the experimental group and control group (P < 
0.01), and between each two concentrations in 
the experimental group. Real-time PCR detected 
low levels of C-myc expression in HepG2 cells 
treated with DHA, and significant differences in 
C-myc expression were observed between the 
experimental group and control group (P < 0.01) 
and between each two concentrations in the ex-
perimental group. There was no significant dif-
ference in β-catenin relative expression between 
the experimental group and control group, or 
between different concentrations in the experi-
mental group. Western blot analysis demon-
strated that DHA could decrease the protein ex-
pression of β-catenin and C-myc in HepG2 cells. 

CONCLUSION: DHA promotes apoptosis and 
inhibits proliferation of HepG2 cells possibly via 
mechanism associated with down-regulating the 
protein expression of β-catenin and the mRNA 
expression of C-myc.

© 2014 Baishideng Publishing Group Co., Limited. All 
rights reserved. 
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■研发前沿
从基因及分子水
平上探讨DHA对
肝癌细胞的作用
是当前研究的热
点.  Wnt/β-catenin
通路异常活化与
肿瘤的发生发展
有着密切关系. 通
过研究DHA对该
通路的影响或能
更进一步揭示及
丰富其抗肿瘤的
机制.
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proliferation of HepG2 cells by altering β-catenin 
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摘要
目的:  探 讨 不 同 浓 度 的 二 十 二 碳 六 烯 酸
(docosahexaenoic acid, DHA)对人肝癌细胞
HepG2生长增殖抑制及促进凋亡的作用及其
机制, 为其应用于肝癌的药物预防和治疗提供
实验及理论依据.         

方法: 以DHA浓度0 μg/mL为阴性对照, 设置
浓度为15、30、45、60、75 μg/mL的实验组. 
采用CCK-8和流式细胞术检测不同浓度DHA
对HepG2细胞生长的相对抑制率及凋亡情况, 
并运用荧光定量PCR及Western blot分别从基
因和蛋白质水平分析不同浓度DHA作用前后
β-连环蛋白(β-catenin)及C-myc表达量的变化.         

结果: C C K-8实验表明D H A在体外能抑制
H e p G2细胞生长, 在D H A作用浓度为0-45 
μg/m L, 作用时间24 h时, 实验组与对照组
细胞吸光度(A )值差异有显著的统计学意义
(P <0.01), 实验组内两两比较差异有统计学意
义(P <0.01), 细胞生长抑制率最高达90.7%. 继
续增加药物浓度或作用时间, 差异无统计学意
义. 流式细胞术发现DHA可促进HepG2细胞
凋亡, 实验组与对照组细胞凋亡率差异有显著
的统计学意义(P <0.01), 实验组内两两比较差
异有统计学意义(P <0.01). 荧光定量PCR显示
DHA可下调HepG2细胞中C-myc 基因表达水
平, 实验组与对照组C-myc基因相对表达量的
差异有显著的统计学意义(P <0.01), 实验组内
两两比较差异有统计学意义(P <0.01); 实验组
与对照组及各实验者组之间β-catenin 基因的
相对表达量差异无统计学意义. Western blot显
示DHA可降低HepG2细胞β-catenin、C-myc
蛋白质的表达量.         

结论: D H A对人肝癌H e p G2细胞有明显的
生长增殖抑制及促进凋亡的作用, 与其降低
β-catenin蛋白质水平进而下调C-myc基因表达
水平有关.         

© 2014年版权归百世登出版集团有限公司所有. 
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0  引言

二十二碳六烯酸(docosahexaenoic acid, DHA)属
于ω-3多不饱和脂肪酸, 是分子结构中含有6个
碳碳双键的脂肪酸. 自被发现以来, 已证实其具

有调节人体内血脂和脂蛋白正常代谢, 降低血

液粘稠度和胆固醇水平, 预防心脑血管疾病等

诸多生理效应. 近年来, DHA对肿瘤防治方面

的研究愈来愈受到重视, 流行病学调查表明: 饮
食中高ω-3多不饱和脂肪酸摄入的人群中乳腺

癌、前列腺癌、结肠癌等肿瘤的发病率明显降

低[1,2]. 大量的实验研究证实: 以DHA为代表的

ω-3多不饱和脂肪酸能够抑制肿瘤的生长、侵

袭及转移; 诱导肿瘤细胞分化、凋亡; 延长荷瘤

宿主的生存时间[3-5]. 但目前关于DHA对人肝癌

细胞的影响及其作用机制研究较少. 本实验中

运用不同浓度的DHA处理人肝癌细胞HepG2, 
观察药物作用前后对细胞增殖及凋亡的影响并

探讨其作用机制, 以期为其应用于肝癌的药物

预防和治疗提供实验及理论依据.         

1  材料和方法

1.1 材料 DHA购自美国Sigma公司; 胎牛血清、

胰酶、1640、双抗购自Hyclone公司; CCK-8购
自南京建成生物工程研究所有限公司; Annexin-
Ⅴ-FITC/PI凋亡检测试剂盒购自江苏南京凯基

生物科技发展有限公司; DRR037逆转录试剂盒

(PrimeScript® RT reagent Kit Perfect Real Time), 
RR820荧光定量PCR试剂盒(SYBR® Premix Ex 
Taq™ Ⅱ)购自TaKaRa公司; 小鼠抗人β-catenin
蛋白抗体; 兔抗人c-myc抗体购自美国CST公司.             
1.2 方法

1.2.1 细胞株及其培养: 人肝癌HepG2细胞由青

岛大学医学院附属医院中心实验室惠赠. 细胞

培养于含10%胎牛血清、100 U/mL青霉素和

100 U/mL链霉素的1640培养液中, 置于37 ℃、
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■相关报道
相关研究表明Wnt
通路被激活后可
以使β-catenin在
细 胞 内 积 聚 ,  进
而影响靶基因表
达, 与肿瘤的发生
发展有密切联系. 
C-myc已证实在
多种肿瘤组织中
高表达, 是决定细
胞从G0/G1期进入
S期的开关, 细胞
提前进入S期, 启
动和加速肿瘤的
发生, 使肿瘤向恶
性转化. 阻断wnt/
β-catenin通路可以
抑制肿瘤细胞生
长并促进凋亡.

5%CO2及饱和湿度的培养箱中培养生长.         
1.2.2 DHA稀释: DHA用2.5 mL过滤除菌的无水

酒精溶解后, 再用含2%胎牛血清的1640培养液

稀释成15、30、45、60、75 μg/mL. 另配制成1 
mg/mL的DHA储存液, 置于-80 ℃冰箱备用.         
1.2.3 CCK-8法检测DHA对HepG2细胞生长增殖

的影响: 培养细胞至对数生长期, 胰酶消化细胞

制成细胞数为1×105/mL的细胞悬液, 以每孔200 
μL接种于96孔板, 置于细胞培养箱中培养24 h细
胞贴壁后, 分别加入15、30、45、60、75 μg/mL
的DHA, 用等量的含2%胎牛血清的1640培养液

设置阴性对照, 另外用不含细胞和DHA的含2%
胎牛血清的1640培养液设置空白对照. 每种浓

度均设5个复孔, 边缘孔加入少量PBS溶液, 置于

细胞培养箱中分别培养24、48、72 h后取出每

孔加入10 μL的CCK-8, 于摇床摇匀后置于细胞

培养箱中培养3 h后终止培养, 测定每孔在波长

为450 nm的细胞吸光度(A ), 计算各组细胞的相

对生在抑制率. 重复试验3次. 细胞存活率(%) = 
[(A s-A b)/(A c-A b)]×100%, A s: 实验孔(含有细

胞的培养基、CCK-8、DHA), A c:对照孔(含有

细胞的培养基、CCK-8、没有DHA), A b:空白孔

(不含细胞和DHA的培养基、CCK-8).
1.2.4 流式细胞术测定DHA对HepG2细胞的凋

亡影响: 取对数生长期细胞, 胰酶消化后制成

1×105/mL的细胞悬液, 以每孔1 mL加入24孔
板, 待细胞培养箱中培养24 h后加入15、30、
45 μg/mL的DHA, 用等量的2% 1640培养液设置

阴性对照, 于细胞培养箱中培养24 h后用不含

EDTA的胰酶消化细胞, 消化时加入2%的胎牛

血清防止细胞消化过度. 离心收集细胞, 用预冷

1×PBS(4 ℃)重悬细胞, 离心收集洗涤细胞, 加
入300 μL的1×Binding Buffer重新悬浮细胞, 加
入5 μL的Annexin V-FITC混匀后, 避光, 室温孵

育15 min, 上机前5 min再加入5 μL的PI染色, 上
机前, 补加200 μL的1×Binding Buffer. 阴性对照

组分别设置双阴(不加Annexin V-FITC和PI)、双

阳(加Annexin V-FITC和PI)、单阳(只加Annexin 
V-FITC或PI).         
1.2.5 实时荧光定量RT-RCR测定HepG2细胞

中β-catenin 及C-myc 基因的表达: (1)引物设计

与合成  引物由上海生物工程股份有限公司

设计合成. C-myc (Forward): CCTCCACTCG-
GAAGGACTATC; C-myc (Reverse): GTGTTC-
GCCTCTTGACATTCTC. β-catenin (Forward): 

ATGTCCAGCGTTTGGCTGAA; β-catenin  
(Reverse): TGGTCCTCGTCATTTAGCAGTT. 
GAPDH (Forward): CGGGGCTCTCCAGAA-
CATC; GAPDH (Reverse): ATGACCTTGCCCA-
CAGCCT; (2)RNA提取及cDNA合成将浓度为1
×105/mL的细胞悬液2 mL铺至六孔板, 于细胞

培养箱中培养24 h后弃去培养液, PBS冲洗两遍, 
加入浓度分别为15、30、45 μg/mL的DHA后

再培养24 h. 每孔加入0.5 mL的TRIzol按说明书

步骤提取RNA, 所有标本通过光密度分析结果

A 260/280 = 1.8-2.0, 取RNA 3 μL逆转录成cDNA 10 
μL, 反应体系包括: 5×PrimeScript® Buffer(for 
Real Time)2 μL, PrimeScript® RT Enzyme Mix I 
0.5 μL, Oligo dT Primer(50 μmol/L)0.5 μL, Ran-
dom 6 mers(100 μmol/L)0.5 μL, Total RNA 3 μL, 
RNase Free dH2O 3.5 μL. 反应条件37 ℃ 15 min, 
85 ℃ 5 s; (3)实时荧光定量RT-PCR 20 μL反应体

系包括SYBR®Premix Ex Taq™(2×)10 μL, PCR 
Forward Primer(10 μmol/L)0.8 μL, PCR Reverse 
Primer(10 μmol/L)0.8 μL, DNA模板2 μL, dH2O 
6.4 μL. C-myc基因扩增反应条件: 95 ℃ 30 s变
性, 95 ℃ 5 s, 58 ℃ 20 s, 60个循环. β-catenin基因

扩增反应条件: 95 ℃ 30 s变性, 95 ℃ 5 s, 60 ℃ 
20 s, 60个循环. 扩增完毕后, 进行溶解曲线及扩

增曲线分析; (4)目的基因mRNA表达水平相对

定量分析 以GAPDH为内参, 进行RT-PCR扩增, 
测量各cDNA模板的Ct值, 通过Ct值进行相对定

量分析, 实验组和对照组的基因表达的相对定

量用2-∆∆Ct表示, 即2-∆∆Ct值表示实验组和对照组目

的基因表达的倍数关系, 其中∆∆Ct = (实验组目

的基因平均Ct值-实验组内参基因平均Ct值)-(对
照组目的基因平均Ct值-对照组内参基因平均Ct
值).         
1.2.6 Western blot检测HepG2细胞中β-catenin
和C-myc蛋白的表达: 将HepG2细胞经浓度为

15、30、45 μg/mL的DHA处理后, 以等量的2%
的不含DHA的1640培养液为对照组, 制备细胞

蛋白裂解液, BCA蛋白试剂盒测定蛋白浓度, 取
50 μg蛋白质样品上样, 与上样缓冲液按照4∶1
混合, 95 ℃ 5 min, 经聚丙烯酰胺凝胶电泳(75 V
恒压80 min, 120 V恒压出现溴酚蓝刚出胶底部

止)分离后转移至硝酸纤维素膜, 5%脱脂奶粉

PBST溶液封闭1 h后加入相应的一抗(小鼠抗人

β-catenin蛋白抗体, 稀释倍数1∶1000、兔抗人

C-myc蛋白抗体, 稀释倍数1∶1000)4 ℃过夜, 和
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■创新盘点
本研究主要基于
CCK-8和流式细
胞术检测不同浓
度 D H A 对 肝 癌
HepG2细胞抑制
增殖及诱导凋亡
的 影 响 ,  并 且 分
别从基因和分子
水 平 分 析 不 同
浓 度 D H A 作 用
前后β -连环蛋白
(β-catenin)及C-myc
表达量的变化.

相应二抗37 ℃孵育1 h, PBST液洗涤5 min×3次, 
按ECL试剂盒说明进行显色. 以β-actin为内参, 
应用图像分析软件进行图像扫描分析蛋白表达 
情况.         

统计学处理 应用SPSS18.0软件进行统计分

析, 数据用mean±SD表示, CCK-8检测细胞生长

增殖数据运用多因素方差分析, 其余数据采用

单因素方差分析进行比较. P <0.05为差异有统计

学意义.           

2  结果

2.1 DHA对HepG2细胞生长增殖的影响 
2.1.1 DHA作用浓度的影响: 不同浓度的DHA(15、
30、45、60、75 μg/mL)对HepG2细胞作用前后

细胞A值与对照组的差异均有显著的统计学意义

(P<0.01). 在DHA浓度为15、30、45 μg/mL作用时, 
HepG2细胞任意两组相比细胞吸光度A的差异有

显著统计学意义(P<0.01),  继续增加药物浓度, 差
异无统计学意义.
2.1.2 DHA作用时间的影响: HepG2细胞在DHA
作用24与48、72 h相比, 细胞吸光度A的差异

有显著统计学意义(P <0.01), D H A作用48与
72 h相比细胞吸光度A差异无统计学意义(P  = 

0.493>0.1). 不同DHA浓度和作用时间下各组

HepG2细胞的吸光度如表1, 对各组细胞生长

抑制率的影响如图1. 因此, 将DHA作用浓度为

15、30、45 μg/mL, 作用时间24 h作为探讨其对

人肝癌HepG2细胞作用机制的最佳条件.         
2.2 DHA对HepG2细胞凋亡的影响 HepG2细胞经

浓度为0、15、30、45 μg/mL的DHA处理后, 其
细胞凋亡率分别为3.717%±1.013%、7.353%±

2.206%、11.153%±1.240%、16.377%±2.000%(图
2). 任意两组之间细胞凋亡率差异有显著统计学意

义(P<0.01).
2.3 Rea l-t ime荧光定量RT-PCR检测DHA对

HepG2细胞β-catenin 和C-myc 基因表达的影响 
在不同DHA浓度作用下, 两种目的基因的相对

表达量2-∆∆Ct值如表2. 不同浓度DHA对HepG2
细胞作用前后实验组与对照组及各实验组之间

C-myc基因相对表达量的差异有显著的统计学

意义(P <0.01); 细胞实验组与对照组及各实验者

组之间β-catenin基因的相对表达量差异无统计

学意义.         
2.4 Western blot检测DHA对HepG2细胞β-catenin
和C-myc蛋白表达的影响 在不同浓度的DHA
作用下, HepG2细胞的β-catenin、C-myc蛋白表

达的结果如图3. 从图中可以看到: HepG2细胞

β-catenin蛋白及C-myc蛋白水平随着DHA作用

浓度升高表达量降低.         

3  讨论

肝癌在所有恶性肿瘤的患病率中位居第5位, 然
而其死亡率却高达第2位. 世界上每年死于肝癌

的患者高达70万例, 且新增肝癌患者约75万例, 
其中约一半的患者发生在中国[6]. 肝癌患者约有

80%丧失手术机会, 即使获得根治性手术切除, 5

表  1  CCK-8检测人肝癌细胞HepG2各组细胞的A 值 (mean±SD)

     
DHA浓度(μg/mL)          

                                        DHA作用时间

         24 h          48 h          72 h

0 1.273±0.028bdfhjln 1.158±0.030bdfh 1.236±0.075bdfh

15 0.996±0.075bdfhln 0.493±0.025bdfh 0.512±0.020bdfh

30 0.727±0.025bdfln 0.443±0.038bdf 0.468±0.001bdf

45 0.376±0.012 0.328±0.010 0.323±0.003

60 0.330±0.012 0.327±0.002 0.332±0.006

75 0.346±0.028 0.309±0.020 0.319±0.009

bP<0.01 vs  75 μg/mL; dP<0.01 vs  60 μg/mL; fP<0.01 vs  45 μg/mL; hP<0.01 vs  30 μg/mL; 
jP<0.01 vs  15 μg/mL; lP<0.01 vs  72 h; nP<0.01 vs  48 h. DHA: 二十二碳六烯酸.

     

表  2  HepG2细胞中C-myc和β-catenin基因的相对表达量

DHA浓度(μg/mL)  HepG2-C-myc HepG2-β-catenin

0   1.00±0.00     1.00±0.00

15   0.71±0.072bdf     2.06±1.025

30   0.40±0.062bd     6.48±4.281

45   0.30±0.052b     7.13±4.720

bP<0.01 vs 对照组; dP<0.01 vs 45 μg/mL; fP<0.01 vs 30 μg/mL. 

DHA: 二十二碳六烯酸.
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年内仍有60%-70%的患者出现转移复发. 因此, 
积极寻求一种针对肝癌患者安全有效的药物治

疗方案已是十分必要.         
本次研究中发现D H A在体外对人肝癌细

胞HepG2起到抑制细胞生长增殖作用. 当DHA
作用浓度从15-45 μg/mL, 作用时间24-48 h内对

HepG2的生长增殖抑制作用呈现剂量-时间依赖

关系, 在该范围内DHA作用浓度越大, 作用时间

越长, 对肝癌细胞的生长增殖抑制作用就越大. 
当进一步增加DHA的作用浓度可以发现其对肝

癌细胞生长增殖的抑制作用并无明显增加. 同
时, 通过流式细胞术发现DHA对肝癌细胞有促

进凋亡的作用.         
以DHA为代表的ω-3多不饱和脂肪酸可以

杀伤人体多种肿瘤细胞, 但其具体机制却不甚

明确, 可能与其改变生物膜的结构和功能, 增加

■应用要点
针对DHA对人肝
癌HepG2细胞的
影响及其作用机
制的探讨, 有一定
的理论价值并对
将来开发相关药
物有参考意义.
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图  1  CCK8对人肝癌细胞HepG2生长抑制率的影响. DHA: 二十二碳六烯酸.
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图  2  经不同浓度DHA作用后人肝癌细胞HepG2的细胞凋亡率. A: 0 μg/mL; B: 15 μg/mL; C: 30 μg/mL; D: 45 μg/mL. DHA: 

二十二碳六烯酸.
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细胞脂质过氧化作用、抑制相关癌基因编码蛋

白及肿瘤新生血管形成、抑制细胞信号转导通

路等有关[7,8]. Wnt信号通路是最近发现在肿瘤发

生发展中起重要作用的信号传导通路, Wei等[9]

发现Wnt蛋白在肝癌组织及其细胞系中表达增

高, 与肝癌的发生有密切关系. Wnt信号进入胞

内后, 使β-catenin不能被GSK-3β磷酸化. 磷酸化

的β-catenin才可通过遍在蛋白化而被胞浆内的

蛋白酶体所降解, 由于非磷酸化的β-catenin不能

被蛋白酶体降解, 从而导致β-catenin在胞浆内积

聚, 并移向核内, 上调靶基因C-myc等的表达. 通
过推动细胞周期发展或产生异常蛋白, 使细胞

发生癌变[10]. Wnt信号传导通路在肝癌细胞发生

发展的许多阶段均有重要作用[11,12]. 本次研究中

运用荧光定量PCR及Western blot从多个层面检

测了不同浓度DHA作用前后β-catenin和C-myc
基因及蛋白质水平的变化情况. 结果表明: 随着

DHA的作用浓度增加, HepG2细胞中的β-catenin
及C-myc蛋白的表达量降低, C-myc基因表达量

降低, 但是β-catenin基因表达量未见明显变化. 
说明DHA通过某种机制降低β-catenin蛋白质水

平, 使得Wnt通路中的靶基因C-myc表达量降低. 
进一步支持Lim[13]等研究, 其发现DHA可以促进

Axin和GSK-3β结合形成降解β-catenin的复合物, 
从而降低细胞质中β-catenin的蛋白浓度. 同时

El-Bassiouni等[14]研究发现C-myc的过度表达与

肝癌的发生发展有密切关系. 并有研究表明肝

癌细胞中β-catenin在胞质中分布较多, 胞核可见

明显积聚现象[15]. β-catenin在肝癌细胞中高表达

并与其分化程度有关[16]. 这就进一步说明DHA
对人肝癌的作用机制与降低β-catenin的蛋白质

水平进而下调C-myc基因表达有关.         
本次研究证实DHA可以抑制肝癌细胞生长

增殖, 促进细胞凋亡. 其可能的机制是从蛋白质

水平上降低了β-catenin的表达量, 进而下调了靶

基因C-myc的表达量, 但随着DHA作用浓度及

作用时间的进一步增加, 细胞的生在增殖的抑

制作用趋于平缓, 推测在DHA抑制肝癌细胞生

在增殖的过程中可能存在某个关键物质达到饱

和状态, 限制了下游机制的进一步发生发展, 亦
或当DHA作用浓度和作用时间达到一定程度时

又引发了细胞的其他机制拮抗了药物的进一步

作用, 其对肝癌细胞的作用机制还有待进一步 
研究.       
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